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枸杞 花药 请 伤 组 织 悬 浮 培 养 条 件 下 胚 状 体 发 生 与 植株 再 生 - 


案 


曹 有 龙 。 贾 勇 烟 ” 陈 放 有 罗 青 曲 琳 ” 
(四 川 联合 大 学 生物 系 ， 成 都 610064) 
(宁夏 农 科 院 生物 技术 研究 室 ， 银 川 750002) 


摘要 ”采用 枸杞 花药 进行 部 体 培养 ， 建 立 细 胞 系 ， 诱 导 植株 再 生 ， 结 果 在 含 不 同 激素 的 4 种 
培养 基 上 都 诱导 出 了 愈 伤 组 织 ， 诱 导 率 为 1.7% ~ 16.9% 。 愈 伤 组 织 在 MS+2,4-D 0.5 mg/ 工 的 
固体 培养 基 上 ， 经 2~ 3 次 培养 后 ， 获 颗粒 状 胚 性 愈 伤 组 织 ， 颗 粒状 胚 性 愈 伤 组 织 转 人 含 相同 
成 分 的 液体 培养 基 中 进行 振荡 培养 24 h 后 获得 大 量 单 细 胞 。 单 细胞 液 经 过 多 次 继 代 培 养 ， 
建立 起 稳定 的 悬浮 系 。 悬 浮 细胞 在 液体 培养 基 中 培养 8 ~ 10 d 可 获得 含有 大 量 胚 状 体 的 愈 伤 组 
织 块 ， 收 集 悬 浮 培 养 物 转移 到 MS + 6BA0.2 mg 人 的 固体 培养 基 上 ， 胚 状 体能 够 萌发 形成 大 量 
绿色 小 芽 ， 小 芽 转 入 生根 培养 基 (MS + NAA0.2 mg/L) 中 20 d 后 得 到 完整 植株 。 植 株 根 尖 细 
胞 经 细胞 学 鉴定 为 单 倍 体 。 
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Abstract Calli of anther of Lycium barbarum were induced on 4 MS media with different hormone con- 
tents. The induction rate js 1.7% ~ 16.9% . The calli became small particls with good dispersion ability af- 
ter 2 ~ 3 successive transfers of culture on the medium MS+ 2,4- D0.5mg/L. When these particles were 
cultured on liquid medium, a lot of single cells were obtained after 24 hours. After several times of succes- 
sive transfers of culture, a stable cel suspending culture line was established. After 8 ~ 10 days, a lot of 
embryoids appeared on the calli on the liquid medium. The embryonic calli were then moved onto solid 
medium (MS + 6BA 0.2mg/L) and green buds appeared. After 20 days of culturing the buds on rooting 
medium, complete plantlets were obtained. The chromosome numbers from root-tip somatic cells of regenera- 
tion plant are twelve. It shows that the regeneration plant is haploid. 
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枸杞 作为 一 种 重要 的 药 用 植物 ， 多 年 来 一 直 受 到 生物 界 的 重视 。 近 些 年 来 ， 人 们 对 枸 
杞 的 组 织 培 养 、 胚 乳 培养 及 花粉 培养 做 了 部 分 工作 〈 陈 维 纶 等 ，1980; 王 莉 等 ，1985; 王 
丽 虹 ，1991) 。 我 们 在 此 基础 上 ， 对 枸杞 花药 进行 离 体 培养 ， 获 得 愈 伤 组 织 ， 分 离 单 细胞 
进行 悬浮 培养 ， 研 究 悬 浮 培 养 条 件 下 ， 花 药 愈 伤 组 织 细胞 的 再 生 、 细 胞 脱 分 化 、 分 化 以 及 
胚 状 体 的 形成 过 程 。 现 将 结果 报道 如 下 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 材料 

供 试 材 料 为 宁夏 枸杞 〈 Lycium barbarum L.)， 是 宁夏 农林 科学 院 枸杞 研究 所 培育 的 优 
质 枸杞 新 品种 一 一 宁 杞 1 号 。 

枸杞 开花 结实 期 很 长 ， 自 4 月底 一 直到 10 月 中 旬 ， 我们 采 自 6 月 下 旬 和 7 月 初 的 花 
车 ， 花 粉 发 育 时 期 为 单 核 中 期 或 单 核 晚期 。 

1.2 愈 伤 组 织 的 诱导 及 继 代 培 养 

枸杞 花蕾 先 在 0~ 4% 冰 箱 中 预 处 理 3 ~ 4 d， 接 种 时 ， 在 超 净 工作 台 上 ， 先 用 70% 的 
酒精 浸泡 10 s， 用 无 菌 水 冲洗 ， 再 用 10% 安 幸福 民 浸泡 8 ~ 10 min， 无 菌 水 冲洗 3~ 4 次 ， 
然后 将 花草 放 人 覆 有 滤纸 的 灭 菌 培 养 四 内 ， 剥 取 花 药 ， 接 种 于 MS 含 不 同 激素 配 比 的 培养 
基 上 诱导 愈 伤 组 织 发 生 。 

应 用 MS+2, 4-D 0.Smg/L 作为 继 代 培养 的 培养 基 。 挑 选 色 泽 鲜 艳 ， 生 长 迅速 的 愈 伤 
组 织 进行 继 代 培 养 ， 每 次 20 d，2 ~ 3 次 继 代 后 ， 出 现 朴 松 颗 粒状 愈 伤 组 织 ， 选 择 颗 粒 较 
细 的 愈 伤 组 织 依 其 生长 速度 ， 加 快 继 代 频率 (2 周 1 次 )。 当 愈 伤 组 织 松散 易 脆 ， 颗粒 均 
匀 且 生长 迅速 时 ， 改 为 3 周 1 次 保存 之 。 

1.3 单 细 胞 的 分 离 及 悬浮 培养 

取 鲜 重 1 ~ 2 g 颗粒 状 愈 伤 组 织 ， 置 于 盛 有 20 mL 液体 培养 基 的 100 mL 三 角 瓶 中 ， 用 
无 菌 玻璃 棒 将 愈 伤 组 织 压 碎 ， 然 后 放 在 播 床 上 播 散 ，24h 后 ， 用 100 目 尼 龙 网 过 滤 ， 除 去 
愈 伤 组 织 碎片 及 较 大 的 细胞 团 ， 再 经 100 r/min 的 离心 机 离心 2 min， 去 掉 上 面 的 碎 酒 ， 加 
入 一 定量 的 液体 培养 基 ， 制 成 细胞 悬浮 液 ， 在 悬浮 液 中 单 细胞 的 比例 在 95% 以 上 ， 其 细 
胞 密度 为 105 个 /mL， 把 细胞 悬浮 液 置 于 50 mL 三 角 瓶 中 ， 在 恒温 振 划 器 上 进行 连续 振荡 
培养 ,振荡 速度 为 100 xmin， 用 于 细胞 悬浮 培养 的 培养 基 与 继 代 培养 的 培养 基 相 同 只 是 
不 加 琼脂 。 

1.4 最 浮 系 的 分 化 

取 1~2 gg 悬浮 培养 物 置 于 100 mL 三 角 瓶 中 ， 先 用 10 mL 液体 分 化 培养 基 (MS + 6BA 
0.2mg/L+2% 芒 糖 ) 清洗 一 次 后 ， 转 入 固体 培养 基 表 面 作 分 化 培养 。 
1.5 培养 条 件 

愈 伤 组 织 的 诱导 与 继 代 培 养 均 在 243 人工 光照 条 件 下 进行 ， 光 照 强 度 2 000 jk， 光 有 照 
时 间 16 h/d， 液 体 培养 在 25 + 2 所 弱 散 射 光 下 进行 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 依 伤 组 织 的 诱导 

枸杞 花药 在 4 种 培养 基 上 大 约 20 d 左右 开始 产生 愈 伤 组 织 。 在 不 同 培养 基 上 其 诱导 
频率 在 1.7% ~ 16.9% 之 间 ( 表 1)。 经 过 30 d 的 培养 ， 愈 伤 组 织 块 直径 可 达 1.5 ~ 2.0 em。 
从 诱导 的 愈 伤 组 织 来 看 ， 主 要 有 2 种 类 型 一 种 白色 紧密 ， 不 易 分 散 (如 在 MS1，MS2， 
MS3 培养 基 上 诱导 的 愈 伤 组 织 ) ， 经 过 30 d 的 培养 ， 大 部 分 褐 化， 少数 傅 伤 组 织 块 可 直接 
分 化 出 苗 ， 但 频率 很 低 ; 而 在 MS4 培养 基 上 诱导 的 愈 伤 组 织 ， 为 淡 黄色 松散 型 ， 这 种 全 
伤 组 织 经 过 多 次 继 代 培养 ， 就 更 加 松散 ， 颗 粒 小 ， 分 散 性 能 好 ， 很 难 用 锰 子 夹 起 来 ， 而 且 
胚 性 细胞 多 ,分 化 频率 高 ， 象 Green (1982) 在 玉米 中 所 诱导 的 愈 伤 组 织 一 样 ， 是 进行 悬 


浮 培养 的 理想 材料 。 
表 1 枸杞 花药 在 不 同 培养 基 上 的 诱导 情况 
Table 1 The case of Lycium barbarum anthers” induction on media with different hormone contents 


编号 培养 基 (mg/L) 接种 花药 数 出 愈 花药 数 诱导 率 (% ) 
MS1 MS+1.0KT+2.0 2,4-D+3% 芒 糖 140 18 5.7 
MS2 MS1.0KT+1.0 2,4D+3% 蔗 糖 .60 2 3.1 
MS3 MS +0.1BA +0.5NAA + 5% 蔗糖 60 1 1.7 
MS4 MS + 1.0BA+ 0.1NAA +5% 蔗糖 77 13 16.9 


2.2 悬浮 系 的 建立 及 其 生长 情况 

将 诱导 出 的 颗粒 状 愈 伤 组 织 采用 半 连 续 式 悬浮 培养 建立 细胞 系 ， 连 续 进行 29 个 无 性 
世代 ， 从 第 30 代 开 始 ， 将 一 部 分 悬浮 培养 物 重新 转移 到 固体 培养 基 表 面 上 ， 以 便 继 代 保 
存 。 在 固体 培养 基 表 面 培养 一 段 时 间 后 重新 转移 到 液体 培养 中 ， 此 愈 伤 组 织 能 很 快 适应 液 
体 环境 ， 并 保持 较 高 的 分 化 频率 。 

在 适应 情况 下 ， 单 细胞 培养 6~7d 以 后 ， 悬 浮 培 养 物 的 鲜 重 和 体积 (1 500 r/min 离心 
5 min) 增加 4 售 左 右 , 平均 36 h 增 加工 倍 。7d 以 后 细胞 系 增殖 速度 开始 减 慢 ，10 d 后 ， 
明显 进入 静止 期 ，12 ~ 14 d 悬浮 培养 物 变 成 灰 褐 色 。 因 此 ， 悬 浮 培养 物 不 易 超 过 10 d， 否 
则 细胞 系 生长 速度 变 慢 。 
2.3 ”用 浮 培养 条 件 下 肝 状 体 的 发 生 

对 单 细胞 悬浮 液 ， 每 隔 24 h 取样 观察 一 次 ,观察 单 细胞 的 生长 情况 及 胚 状 体 的 发 生 
情况 。 在 单 细胞 晤 浮 液 中 ， 多 数 细胞 呈 菜 豆 形 、 黄 瓜 形 或 覆 形 ， 其 长 宽 比 在 2:1 ~3:1 左 
右 , 培养 48 h 后 ， 部 分 细胞 变 圆 ,细胞 质变 浓 ， 开 始 进行 细胞 分 裂 ，5 ~ 6 d 后 ， 细 胞 分 
裂 形 成 细胞 团 ， 进 一 步 形成 愈 伤 组 织 块 并 布 满 整 个 培养 多，8 ~ 10 4d， 可 观察 到 一 些 愈 伤 
组 织 块 中 形成 胚 状 体 ， 这 些 胚 状 体 是 由 胚 性 细胞 团 块 形成 的 ， 它 们 处 在 球形 胚 时 期 ， 往 往 
与 愈 伤 组 织 块 连 在 一 起 。 处 在 悬浮 培养 液 的 胚 状 体 ， 一 般 只 发 育 到 球形 胚 时 期 ， 就 停止 发 
育 ， 每 次 转 人 新 的 培养 液 后 ， 都 有 大 量 胚 状 体 产 生 ， 但 不 再 继续 发 育 。 在 悬浮 培养 过 程 
中 ， 由 于 机 械 力 的 作用 ， 一 些 胚 状 体 被 游离 出 来 ， 转 入 含 分 裂 素 的 培养 基 后 ， 胚 状 体能 够 
进一步 发 育 。 
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2.4 悬浮 培养 物 的 分 化 及 植株 再 生 

及 时 将 悬浮 培养 物 收集 ， 转 移 到 MS 分 化 固体 培养 基 表 面 ， 细 胞 团 不 断 长 大 ， 由 原来 
的 2 mm 左右 长 到 5 mm 大 小 ， 胚 状 体能 进一步 发 育 ， 继 续 培 养 一 个 星期 ， 胚 状 体 开 始 萌 
发 ， 形 成 无 根 绿 芽 ， 当 芽 长 到 2 cm 高 时 ， 从 基部 切 下 , 在 MS+6- 了 BA0.2 mg/L 的 培养 基 
上 培养 一 段 时 间 ， 然 后 转移 到 MS + NAA 0.2 mg/L+ 2% 蕊 糖 的 生根 培养 基 诱 导 生根 ，20 d 
后 开始 生根 ， 形 成 完整 植株 。 
2.5 再 生 植株 的 细胞 学 鉴定 ， 

用 卡 诺 固定 液 固定 再 生 植株 根 尖 ， 固 定 前 用 饱和 二 和 氯 代 葵 溶液 处 理 2~ 3 h， 用 孕 尔 根 
染色 ， 在 醋酸 洋红 中 压 片 观察 染色 体 数目 。 结 果 观 察 到 其 染色 体 数 n = 12， 证 明 是 单 倍 
体 ， 为 花粉 植株 。 


3 讨论 


枸杞 体 细胞 胚 的 诱导 及 植株 再 生 已 有 过 报道 ( 顾 淑 荣 等 ，1991; 杨 汉 民 等 ，1991 )， 
并 应 用 愈 伤 组 织 细胞 进行 了 悬浮 培养 (Liu，1992; Spies et ol ，1995; 曹 有 龙 等 ，1996)。 
最 近 通 过 原生 质 体 融合 获得 了 杂种 植株 〈 刘 ” 宝 等 ，Ratushnyak 1995; et ol ，1990) 。 我 们 
以 枸杞 花药 为 试验 材料 ， 成 功 地 诱导 出 愈 伤 组 织 ， 分 离 愈 伤 组 织 细胞 进行 了 悬浮 培养 ， 获 
得 了 再 生 植 株 ， 这 为 枸杞 的 抗 病 突变 体 筛 选 ， 原 生 质 体 融合 培养 ， 新 品种 的 繁育 及 次 生 代 
谢 药 用 产物 研究 提供 了 一 个 很 有 用 的 实验 系统 。 

以 枸杞 花药 进行 离 体 培 养 ， 并 在 此 基础 上 建立 枸杞 细胞 系 ， 细 胞 系 建立 后 ， 单 细胞 能 
否 分 化 形成 植株 ， 直 接 关 系 到 应 用 范围 。 本 试验 的 结果 表明 ， 经 过 半年 以 上 悬浮 继 代 培 养 
的 枸杞 细胞 系 仍 有 一 定 的 分 化 能 力 ， 能 够 分 化 形成 完整 植株 。 

在 诱导 枸杞 花药 愈 伤 组 织 发 生 方面 ， 我 们 采用 了 4 种 培养 基 ， 各 培养 基 的 诱导 频率 不 
同 ， 差 异 很 大 ， 初 步 分 析 原因 ， 这 可 能 与 我 们 所 使 用 的 激素 种 类 、 浓 度 以 及 蔗 精 含量 有 
关 ， 这 有 待 于 我 们 以 后 做 更 进一步 研究 。 

在 诱导 胚 状 体 发 生 方 面 ， 越 来 越 多 的 资料 表明 ， 一 般 情况 下 启动 分 裂 的 单 细 胞 先 形成 
细胞 团 ， 其 中 一 些 细胞 转变 为 胚 性 细胞 团 或 称 之 为 “ 胚 性 细胞 复合 体 ”， 再 由 这 些 胚 性 细 
胞 复合 体形 成 一 个 或 几 个 胚 状 体 〈 牛 德 水 等 ，1990) ， 有 时 胚 状 体 上 还 可 以 形成 新 的 次 生 
胚 状 体 。 本 文 的 试验 结果 表明 ， 胚 状 体 并 不 直接 起 源 于 单 细 胞 ， 在 悬浮 培养 条 件 下 ， 枸 杞 
细胞 先 形成 细胞 团 ， 再 由 一 些 胚 性 细胞 团 发 育 形成 一 个 或 几 个 胚 状 体 ， 这 与 上 述 报道 一 
致 。 

在 植物 花药 培养 中 ， 愈 伤 组 织 的 发 生 有 时 起 源 于 花丝 或 花药 壁 ， 再生 植株 为 2 倍 体 ; 
有 时 在 培养 过 程 中 细胞 自然 加 倍 也 变 为 正常 2 倍 体 。 在 我 们 的 试验 中 ， 再生 植 株 经 细胞 学 
鉴定 n= 12， 为 单 倍 体 植株 ， 说 明 愈 伤 组 织 起 源 于 花粉 。 我 们 得 到 的 再 生 植株 矮小 ， 生 长 
慢 ， 多 白化 苗 ， 这 与 正常 2 倍 体 相 比 有 很 大 差别 。 

我 们 以 枸杞 花药 进行 离 体 培养 ， 并 在 此 基础 上 建立 细胞 系 ， 成 功 地 诱导 细胞 胚 及 再 生 
植株 ， 这 为 枸杞 新 品种 繁育 ， 抗 病 突变 体 筛选 ， 外 源 基 因 的 导入 ， 原 生 质 体 分 离 与 融合 ， 
特别 是 人 工种 子 的 研制 方面 莫 定 了 基础 。 
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局 事 


本 刊 已 人 编 《 中 国学 术 期 刊 (光盘 版 )》。 作 者 可 通过 所 在 单位 设立 的 中 国学 术 期 刊 文 
献 检索 咨询 站 检索 本 人 在 《光盘 版 》 中 发 表 文 献 的 被 引用 情况 。 本 单位 未 设 中 国学 术 期 乔 
文献 检索 咨询 的 作者 ， 可 直接 向 清华 大 学 总 站 查询 。 
凡 向 本 刊 投稿 的 作者 ， 即 视 为 向 本 刊 的 各 种 出 版 介质 投稿 。 录 用 稿件 的 稿酬 一 次 
付 清 。 
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